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Absztrakt

A DNS transzpozonok olyan mobilis genetikai elemek, melyek kulcsszerepet
jatszanak szamos genomi folyamatban, ideértve a gazdagenomok evolucidjat is. A piggyBac
transzpozon szupercsalad a DNS transzpozonok egyik f6 csoportjat alkotja, amelynek tagjait
sz¢les korben azonositottak kiilonb6z6 organizmusok genomjaiban, és az egyik valtozata
emberi gyogyaszatban is novekvd jelentdséggel bir. A transzpozdz enzim funkcionalis
régioinak tobbségét részletesen vizsgaltak, azonban a fehérje rendelkezik egy 100
aminosavbol all6 N-terminalis rendezetlen doménnel (NTDR), amelynek funkcioja jelenleg
ismeretlen. Kisérleteim soran megallapitottam, hogy az NTDR levagasa nem vezetett sem az
excizid, sem a transzpozicido megsziinéséhez, tehat ez a régio nélkiilozhetének tiinik ezekben
a folyamatokban. Ezenfeliil kimutattam, hogy a fehérje ezen szegmensének cseréje a
piggyBac-eredetii transzpozaz 2-es (PGBD2) NTDR-rel nem jart teljes transzpozicios
veszteséggel, ezaltal alatamasztottam, hogy a domesztikalt PGBD2 NTDR jelenlegi szerepe
alig hasonlithat a piggyBac transzpozaz NTDR 6si funkcidjahoz. Ezek az eredmények fényt
deritenek a piggyBac transzpozon szerkezetének és funkcidjanak bonyolult kdlcsonhatasaira,

értékes betekintést nyujtva a hatékonyabb genetikai manipulacios eszk6zok fejlesztéséhez.



Abstract

DNA transposons are mobile genetic elements that play a key role in many genomic
processes, including the evolution of host genomes. The piggyBac transposon superfamily is
one of the major groups of DNA transposons, its members have been widely identified in the
genomes of various organisms, and one of its variants is of increasing importance in human
medicine. Most of the functional regions of the transposase enzyme have been studied,
however the protein has a 100 amino acid long N-terminal disordered domain (NTDR) with
a currently unknown function. In my experiments, | found that the deletion of the NTDR did
not lead to a complete loss of neither excision nor transposition, meaning that this region
appears to be dispensable for these processes. In addition, | showed that the replacement of
the NTDR with the piggyBac-derived transposase 2 (PGBD2) NTDR also did not result in a
complete loss of transposition, thus substantiating that the current role of the domesticated
PGBD2 NTDR bears little resemblance to the ancient function of the piggyBac transposase
NTDR. These results shed light on the complex interplay between structure and function
within the piggyBac transposon, providing valuable insight into the development of more

efficient genetic manipulation tools.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CAR = Kiméra antigén receptor

CRD = Ciszteinben gazdag domén

CRISPR = Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DDBD = Dimerizécios és DNS-k6té domén

DDD = Katalitikus triadot alkoté aminosavak (3 aszparaginsav) jelolése
DMEM = Dulbecco’s modified Eagle’s medium

FBS = Fetal bovine serum

FDA = American Food and Drug Administration

GFP = Z6ld fluoreszcens fehérje

HEK-293 = Human embrionalis vesesejtvonal

hyPB = Hiperaktiv piggyBac transzpozaz

iPS = Indukalt pluripotens sejtek

MITE = Miniature inverted-repeat transposable element

mPB = Emldsre kodon-optimalizalt piggyBac transzpozaz
mPBdel = Delécids piggyBac mutans transzpozaz

mPBmut = Katalitikusan inaktiv piggyBac mutans transzpozaz
NTDR = N-terminalis rendezetlen domén

PB = PiggyBac

PBS = Phosphate-buffered saline

PCR = Polimeraz-lancreakcid

PGBD = PiggyBac transposon-derived element

SDS = Sodium dodecyl sulfate

SB = Sleeping Beauty

TIR = Terminal inverted repeat



1. BEVEZETES

A transzpozonok mobilis genetikai elemek, amelyek képesek athelyezédni egyik DNS
16kuszrol a maésikra, akar kiilonféle eredetli genomok kozott is.

Ezt tehetik RNS intermedier segitségével, amely soran a donor szekvenciarél egy RNS
koztes termék szintetizalodik, majd a reverz transzkripcio soran létrejott DNS beépiil a cél
szekvencidba (,,Retrotranszpozonok™). Az alternativ ttvonal, amikor koézvetleniill DNS
intermedieren keresztiil torténik a transzpozicio, anélkiil, hogy RNS koztes termékek
keletkeznének. Ilyenkor a transzpozaz enzim kozvetleniil vagja ki és masolja be a DNS
szakaszokat egy 0j lokuszra (,,DNS transzpozonok™) [1].

Sokaig egyszeriien 6nz6 génekként, vagy a genom parazitaiként voltak elkdnyvelve,
mivel mutaciokkal, duplikaciokkal, gének aktivalasaval vagy inaktivalasaval, replikacidjuk
soran képesek atalakitani a gazdaszervezet genomjat [2]. Az utobbi évek kutatasai soran
azonban vilagossa valt, hogy a gazdaszervezet szamara a transzpozonok felhalmozodasa nem
csak karos lehet, mint ahogyan barmely mutacios folyamat, hanem meghatarozé szerepet
eklatans példaja, amikor bakterialis populaciok kozott, a horizontalis géntranszfer soran,
elosegitik az antibiotikum rezisztencia gének terjedését [4]. Tovabba, a human genom
az oregedés szabalyozasaban [5].

Tovabbi érdekes jelenség, hogy a genom és a transzpozonok koevolucidja soran, egyes
mobilis elemek végig mehettek a genomi domesztikacio folyamatan, vagyis a transzpozicio
elvesztése mellett a gazdaszervezet szamara hasznos endogén funkcidkat lathatnak el [6].

A genomokra gyakorolt biologiai hatasuk mellett, a transzpozonokat genetikai
vektorként hasznaljak az alapkutatasban és a transzgenezisben. Emellett hatékony eszkdznek
bizonyulnak a génterapias fejlesztések soran is, igy jelentés eldrelépéseket igérnek az

orvostudomany teriiletén [7].

Szakdolgozatom keretében, az DNS transzpozonok csoportjaba tartozo, rovar eredetii
piggyBac (PB) transzpozaz enzim N-terminalis rendezetlen doménjének (NTDR) az excizios

¢s transzpozicids mechanizmusat, és az ezekben betdltott szerepét vizsgaltam.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A DNS transzpozonok

A DNS transzpozonok, vagy masnéven ,,Class II” transzpozonok mobilizacidjuk soran
kizar6lag DNS intermediert hasznalnak. Transzpoziciojuk soran tigynevezett ,,cut-and-paste”
mechanizmussal mozognak, vagyis van egy excizios €s egy integracios 1épés. Ez a folyamat
a kodolt transzpozaz enzimiikk révén megy végbe: a transzpozaz felismeri a Terminalis
Inverted Repeat-eket (TIR), kivagja a transzpozont a donorhelyrél, és egy tetszbleges
célhelyre integralja [8] (1. abra).
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1. abra: A DNS transzpozonok excizids és integracios lépéseinek sematikus abraja [7].

Rovidités: TIR = terminalis inverted repeat

A DNS transzpozonok korébe vald sorolas azonban nem mindig egyértelmii, hiszen
léteznek olyan DNS transzpozonok, melyek nem az emlitett ,,cut-and-paste” meachnizmussal
mozognak, hanem a retrotranszpozonokra emlékeztetd, ,,copy-and-paste” mechanizmussal
(példaul az ugynevezett Helitronok). Tovabba, léteznek ugynevezett Miniature Inverted
Repeat Transposable Element-ek (MITE) is, melyek nagymértékben redukalt, kodolod
kapacitas nélkiili szekvenciak [9]. Mindemelett, egy masik csoportositasi szempont alapjan
tovabb lehet osztani a transzpozonokat autondm és nem-autonom mobilis elemekre. Az
autonodm elemek kodoljak a mobilizaciojukhoz sziikséges enzimeket, mig a nem-autoném
elemek transzpozicidjukhoz mas, autoném transzpozonok enzimatikus folyamataira
tamaszkodnak [10].

A transzpozonokat Barbara McClintock fedezte fel, aki elsdként egy olyan autonom DNS
transzpozont irt le, amely felelés a Zea Mays, azaz a kukoricamag mozaik szinmintainak
valtozatossagaért [11, 12]. Ez az azonositas és dokumentalas jelentds mérfoldkének szamit a

genetikaban és a molekularis biologiaban.



Azo6ta kidertilt, hogy nem csak a kukorica genomjdban talalhatoak ilyen elemek, sot
egyes feltételezések szerint a természetben nagyobb szamban vannak jelen a ,,transzpozazokat
kodold” gének, mint a ,,nélkiilézhetetlen, haztartasi” gének [13].

Transzpozonokat majdnem minden szervezetben azonositottak, illetve egy faj
genomjanak akar nagy részét is elfoglalhatjak, de elterjedésiik nem kovet egyértelmii
filogenetikai mintazatot. A transzpozabilis elemek a Mus musculus genomjanak 32%-at,
Danio rerio 55%-at [14], egyes novényeknek, példaul a kukorica genomjanak 80%-at is
kitehetik [15]. Annotalastol fliggden, a human genom 42,8%-atol [16] akar 69%-a [17] is
transzpozabilis elem lehet.

Ugyanez a heterogén filogenetikai mintazat figyelhetd meg a DNS transzpozonok
aranyaiban is. A valodi csontoshalaknal és a karmosbékaknal a DNS transzpozonok a
dominansak, mig az eml3s vonalon a retrotranszpozonok [14]. gy a humén genomban is

relativan kevés a DNS transzpozon arany.

2.2. A piggyBac transzpozon szupercsalad

40 évvel Barbara McClintock felfedezése utan, leirtak egy eredetileg IFP2-nek
elnevezett autoném, aktiv, DNS transzpozont [18], ami kés6bb a piggyBac transzpozon
szupercsaladnak elsé tagjaként lett elkonyvelve [19]. Ez a rovar eredetli transzpozon
eredetileg egy mutans, Baculoviridae csaladba tartozo virusbol izolaltak, amellyel egy U-
betiis aranybagoly (Trichoplusia ni) sejttenyészetet fert6ztek meg [20]. Ez manapsag a PB
transzpozonokkal valo kisérletezés alapjat szolgalja. Felfedezésekor azt hitték, hogy csak az
Insecta osztalyon beliill képes transzpoziciora [21, 22]. Azonban amikor reaktivaltak a
Sleeping Beauty (SB) nevezetii transzpozont, és transzpozon-alapu technologiakat kezdtek
emlds genomokban fejleszteni [23], a PB transzpozonokat is elkezdték mélyebben kutatni.
2000-ben megtalaltak a masodik PB szupercsaladba tartozo transzpozont [24], majd 2005-
ben rajottek, hogy a rovar eredetii PB emlds sejtekben is képes transzpoziciora [25]. Ezzel
egy teljesen uj vilag nyilt meg a génbeviteli eljarasok és a genetikai manipulacid terén.
Erdekes modon azota azt is feltételezik, hogy a Tetrapoda foosztalyon beliil a PB-ek tobbszor
IS horizontalis géntranszfer soran keriiltek atadasra [14].

A PB transzpozonok kiilonlegessége abban rejlik, hogy DNS labnyom (,,footprint™)
nélkiili, pontos hasitast hajtanak végre, igy a hatrahagyott donor szekvenciak javitasahoz

tovabbi DNS szintézisre nincs sziikség [26]. Ezenkiviil, célspecifikus hasitast végeznek; az



excizio és integracio *"TTAA’ szekvenciak mentén zajlik. Ezek olyan eldnyds tulajdonsagok,

amelyeket a genetikai modositasok soran ki lehet hasznalni (lasd 2.2.3. fejezet).

2.2.1. A piggyBac transzpozonok domesztikacioja a human genomban

Ahogyan korabban szdba keriilt, a transzpozonok mutagén aktivitdsa kétélii kard.
Ugyanakkor figyelemre mélto, hogy piggyBac-eredetii szekvenciakat sokféle organizmus
genomjaban talaltak, gombaktdl és novényektdl egészen az emlbsokig terjedéen. Ezen
szekvenciak egy része molekularis domesztikacio jeleit mutatja [27]. A kutatok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy kiilonbdzd evolicios vonalakon, egymadstol fliggetleniil,
tObbszor is tortént domesztikacid. Ez a jelenség arra utal, hogy a transzpozonok nem csupan
onz6 gének, hanem a transzpozicios képesség elvesztését kovetden, endogén funkciokra

A domesztikalt transzpozonok altalanos jellemz6i, hogy elvesztették mobilizaciods
képességiiket ugy, hogy a transzpozicidhoz sziikséges szekvencidk altaldban nem
funkcionalisak, vagy teljesen hianyoznak [29]. Emellett, mig a klasszikus transzpozonok t6bb
példanyban és kiilonb6zd poziciokban taldlhatéak divergens fajok genomjéban, a
domesztikalt transzpozonok altaldban egyetlen ortoldog kdpidban talalhatéak, kiilonbozo
fajokban is [30]. Az ilyen domesztikalt elemek altalaban gazdagénként funkcionalnak; egyes
funkcionalis jellemzdit a transzpozonnak a gazda szervezet kihasznalja, és mostanra mar
specifikus sejtszintl feladatokat latnak el [28].

Szamos példa van olyan gazdagénekre, amelyek transzpozazokbol szarmaznak [31—
33]. A kutatok szamara a legnagyobb érdeklddést viszont a human genomban 1évé
domesztikalt transzpozon-eredetii szekvenciak valtottak ki [34-36].

Ot darab piggyBac transzpozaz-eredetii szekvencia taldlhaté meg az emberi genomban
(piggyBac transposon-derived element, PGBD1-5) [37], melyek valamilyen domesztikalt
funkcioval rendelkeznek. Eme funkcidk jelenleg még nem pontosan ismertek, bar néhany
endogén szerepkort a kézelmultban mar publikaltak [38, 39]. A PGBD-k jellemz6i, hogy
inaktivak, vagyis nem képesek transzpoziciora [40—42]. Néhany kutato szerint az igynevezett
PGBDS5 képes lehet transzpoziciora [43-45], ez azonban jelenleg még vitatott tény, ennek
tisztdzadsahoz tovabbi kutatasok sziikségesek.

A PGBD2 nevli transzpozazt kodold génrél nagyon kevés informacio 4ll
rendelkezésiinkre. Tudjuk, hogy ez egy méhlepényes emldsokre jellemzd [28], sokféle
szovetben expresszaloddé PGBD [38]. Azonban az elmult két évben jelentek meg olyan

publikaciok, hogy ennek hianya esetleg egy genetikai faktor lehet a velesziiletett
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rekeszsérvnek [46], szerepet jatszhat a trombocitak aktivalasban [47], vagy akar lehetséges
biomarkerként is szolgalhat a midpia nevezetii lataszavarban [48].

Ezért kiemelten fontos lenne minél tébbet megtudni arrdl, hogyan kapcsolodik
egymashoz a szerkezet és a funkcid ezen transzpozazok esetében, ami a piggyBac
szupercsaladba tartozo transzpozonok molekularis mechanizmusanak pontosabb megértése

mellett hozzajarulhat a domesztikalt fehérjék szerepének pontosabb megértéséhez is.

2.2.2. A piggyBac transzpozaz N-terminalis rendezetlen doménje

A PB transzpozaz enzim 594 aminosav hosszu, és tobb doménre oszthatd [49] (2.
abra). Azonositottak a fehérje C-terminalis végén egy ciszteinben gazdag domént (CRD),
mely tartalmaz egy nukleéris lokalizacios szignalt, ami segiti a fehérjét a sejtmagba torténd
bejutasban [50]. A fehérje kozépso régidjaban helyezkedik el a katalitikus domén, mely
tartalmazza a katalitikus triddot alkoté harom aszparaginsavat (DDD) (268, 346 és 447
poziciokban). Ez a katalitikus triad felelés a DNS hasitas és Osszekapcsolodasi reakciok
katalizalasaért [51]. A katalitikus domén mindkét oldalat a Dimerizacios és DNS-k6té domén

(DDBD) hatérolja. Ez a domén felelds a TIR-ekkel val6 interakcioért, valamint a célhely
DNS-ével val6 kapcsolodasaért is [49].

Katalitikus domén CRD

2. abra: A piggyBac transzpozaz enzim doménjeinek sematikus abraja [52].

DDBD
agaa

Roviditések: NTDR: N-terminalis rendezetlen régio; DDBD: Dimerizacios és DNS-kot6 domén, CRD: C-
terminalis ciszteinben gazdag domén.

Ellentétben az eddig felsorolt fehérje doménekkel, a piggyBac transzpozaz NTDR
régigjardl szold ismereteink még mindig korlatozottak. Jelen pillanatig a kutatok azt
allapitottadk meg, hogy mintegy 100 aminosav hosszu, €s savas jellegii, vagyis magas a savas
aminosavak aranya benne [52]. Ezenkiviil kiemelt jelentésége van annak, hogy erdsen
rendezetlen szerkezettel rendelkezik [49], vagyis az aminosav lanc tobbféle harmadlagos
szerkezettel rendelkezhet. Mivel az ilyen rendezetlen régiok ellentmondanak a fehérjék
,hagyomanyos” szerkezet-funkcié paradigmajanak [53], igy kiemelt figyelmet igényel az

NTDR funkcidjanak részletesebb megértése.
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2.2.3. Felhasznalas a génmédositasban, emberi gyégyaszatban

A DNS transzpozonok kutatdsa nemcsak az alapveto genetikai folyamatok megértését
szolgalja, hanem szamos Klinikai alkalmazasi lehet6séget is kinal.

A genetikai kutatdsokban alkalmazott mutagenezisen alapuld vizsgalatok mellett a
DNS transzpozonokat elsdsorban génbeviteli eljarasokban, illetve az emberi gydgyaszatban
géninszercids vektorrendszerekként hasznaljak. Fontos tény, hogy egyre jobban atveszik a
virusvektorok szerepét, mivel a virusvektorok eléallitasa koltséges és iddigényes, a viralis
integraci6 szekvencia preferenciaja miatt, a virusok onkogén hatasuak lehetnek, valamint az
immunvalaszok a virusok vagy virusos téredékek ellen bonyolithatjak hasznalatukat [54, 55].

A PB transzpozonok elényds alternativat jelentenek a génterapias eljarasokban, mert
kedvezdbb integracios profillal jellemezhetdk, DNS labnyom nélkiil hasitanak és non-random
integracios preferenciat mutatnak a transzkripcioés kezdShelyek és a hosszu *TTAA’
ismétlédések felé [26, 56]. Tovabba, a szintén széleskorben hasznalt SB transzpozonokkal
szemben, nagyobb a kargo kapacitasuk és tobb transzgént is képesek egyidejiileg szallitani és
ko-expresszalni [57].

A PB transzpozonok tovabbi elénye a konnyi alakithatésaguk. Tobb varianst is
Kifejlesztettek, példaul a hiperaktiv PB mutanst (hyPB), amely jelentésen meghaladja a vad
tipusu varians hatékonysagat [58]. Egy masik valtozat pedig, a kizarolag exciziora képes
mutans, amelynek kifejlesztése lehetévé tette a transzpozon-alapli atmeneti transzgenezist,
melyet arra lehet hasznalni, hogy indukalt pluripotens sejteket (iPS) hozzon létre, majd
eltavolitsa a visszaprogramozo faktorokat, ezaltal meggatolva a késobbi reaktivaciot és az
onkogén transzformaciot [59]. Ez jelent6s elbrelépést jelentett az iPS transzplantacios
eljarasok alkalmazasi lehetdségeiben.

Nemrégiben a génmanipulacio terén a CRISPR-Cas9 rendszer valt népszeriivé [60,
61], azonban miutan kideriiltek a korlatai, a kutatok a DNS transzpozonok felé is fordultak a
problémak megoldasdhoz. Egy transzpozon-RNS célpontozd rendszerrel példaul, meg
lehetne sziintetni a cél DNS-ben 1év6 kettds szalt toréseket, a donor DNS-en 1évé homolog
karok sziikségét és a gazda sejt DNS javito rendszereire vald tamaszkodast [62]. Illetve, egy
olyan ,,prime-editing” metodussal, mely CRISPR-piggyBac rendszert hasznal, hatékonyan
dolgozhatunk olyan sejtvonalakon, amelyek esetében jelenleg még nincsenek kidolgozva
optimalis transzfekcios protokollok [63].

A jelenlegi génterapids eljarasok koziil a legrelevansabb felhasznaldsa a kiméra
antigén receptorokkal (CAR) ellatott, PB transzpozonok segitségével atprogramozott T-

sejtek. A receptorok kimerikusak abban az értelemben, hogy egyetlen receptorban
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kombinaljak az antigénhez kot6do és a T-sejteket aktivalo funkciokat, igy 0j képességet adnak
a T-sejteknek egy specifikus antigén célzasara [64].

A CAR T-sejt terapia soran a T-sejteket a betegbdl gytijtik be, genetikailag modositjak
Oket, majd a CAR T-sejteket visszainjektaljak a betegbe igy, hogy a sejtek képesek legyenek
felismerni a raksejteket, és elpusztitani azokat. Ezaltal gyakorlatilag ,,megtanitjak” az
immunrendszert, hogy felismerje és megtamadja a daganatokat, féleg a nehezen elérhetéeket
vagy a rezisztenseket [65].

Tobb, az FDA (American Food and Drug Administration) altal jovahagyott CAR T-
sejtes genetikai modositas mar elérheté [66]. Azonban ezen modszerek tobbségénél jelenleg
retroviralis vektorokat alkalmaznak, noha a transzpozonok vonzobb alternativanak
bizonyulnak. Ezek nemcsak biztonsdgosabbak, hanem koltséghatékonyabbak is, igy
sz¢lesebb korben elérhetévé valnanak a terapiak [67].

Az elmult években tobb kutatas is elindult a piggyBac CAR-T sejt terapiak terén. Ezek
koziil sok vizsgalat mar a human klinikai fazisok egyikében tart, tobbségiik az 1., néhany a
2.-3. fazisban [68-73]. Ezért fontos tovabb vizsgalni és finomitani ezeket a rendszereket
annak érdekében, hogy maximalizaljak hatékonysagukat és biztonsagukat a jovébeni klinikai
alkalmazésok soran.

A piggyBac szupercsalad mérete, a human genomban talalhaté domesztikalt
szekvencidk, valamint az emberi gyogyaszatban valo széles korii alkalmazasa mind olyan
tényezok, amelyek alapjan komoly igény van arra, hogy alaposabb vizsgalatokat végezzenek

ezen a nyilvanvaldan relevans fehérjecsaladon.
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3. CELKITUZESEK

A transzpozonok génterapias célu felhasznaldsanak eldfeltétele a transzpozaz fehérje
szerkezetének és funkciojanak pontosabb leirasa, kiilonos tekintettel a kevésbé karakterizalt

PB NTDR szegmensre. A dolgozat alapjat képez6 kutatomunka soran célom a rovar eredetii

crer

volt.

Elézetes eredmények alapjan sejthetd volt, hogy a transzpozazt negativan befolyasolja
az NTDR delécidja, igy arra voltam kivancsi, hogy mas transzpozazok NTDR szekvencidival

helyettesitett rovar eredetii fehérjékben helyreéll-e az eredeti transzpozicios aktivitas. Ehhez

crer

A kutatasomnak kérdései tehat, hogy képes-e exciziora a piggyBac transzpozaz...
e az NTDR eltavolitasa utan?
e aPGBD2 NTDR szekvencidjara valo cserélése utan?

Ha igen, akkor van-e kimutathat6 transzpozicioja. ..
e az NTDR delécios mutansnak?

e aPGBD2 NTDR szekvencigjat tartalmazé mutansnak?
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4. MODSZER

Transzpozicios kisérleteim soran négyféle PB transzpozazt alkalmaztam. Pozitiv
kontrolként az emlés kodon-optimalizalt, aktiv PB transzpozaz (mPB) szolgalt [74]. Negativ
kontrollként az mPB katalitikusan inaktivalt mutansa szolgalt (mPBmut), amelyben a DDD
els6 aszparaginsav tagja, glicinre lett cserélve [38]. A harmadik tipusu transzpozazt egy
deléciés varians jelentette, ahol az mPB N-terminalis végér6l, 3-100 poziciokban 1évo
aminosavak el lettek tavolitva (mPBdel). Vizsgaltam tovabba egy olyan mutanst, ahol az
mPBdel transzpozéaz varians rendezetlen szekvenciajat helyettesitve, a human PGBD2 NTDR

szegmens lett illesztve (MPB-PGBD?2) (3. 4bra).

[a) (@)
mPB - "83 Katalitikus domén % CRD
D268G
(a) ! O
mPBmut - § Katalitikus domén % CRD
(=) O
mPBdel l é Katalitikus domén § CRD
(m) =)
mPB-PGBD?2 - § Katalitikus domén % CRD

3. abra: Az NTDR vizsgalatara hasznalt piggyBac transzpozaz variansok sematikus abraja.

Roviditések: mPB = eml8sre kodon-optimalizalt piggyBac, mPBmut = inaktivalt piggyBac mutans, mPBdel =
delécids piggyBac mutans, mPB-PGBD2 = PGBD2-es részével fuzionalt piggyBac mutans.

Kisérleteimnek alapjat a donor plazmidon 1évé PB transzpozon egység szolgalta,
mely vagy egy CAG promoter altal hajtott GFP (zold fluoreszcens fehérje) gént hordozott
(PB-GFP) (excizios esszék), vagy egy PGK prométer altal vezérelt puromycin rezisztencia
gént (PB-GFP-Puro) (kolodnia esszék). A donor plazmid mellé kotranszfektalt helper plazmid,
CMV promoter altal meghajtott PB transzpozaz variansokat tartalmazott. A folyamat tehat
alapesetben gy ment végbe, hogy a kotranszfekciot kovetden a helper plazmidon 1évo
transzpozaz, amennyiben képes volt ra, felismerte a donor plazmidon 1évé PB transzpozon

kazettat, €s megtortént az excizios €s az integracios 1€pés (4. abra).
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4. abra: A transzpoziciés esszék soran transzfektalt piggyBac transzpozaz miikodési folyamatinak
sematikus abraja.

4.1. Emlos sejtekkel valo kisérletezés

A tesztek elvégzése érdekében sziikséges volt a HEK-293 sejtek (human embrionalis
vesesejtvonal) fenntartasara és heti kétszeres passzalasara. A sejtek 37°C-o0s, 5% CO-
tartalma inkubatorban voltak fenntartva, 10% hdinaktivalt FBS szérummal (Fetal bovine
serum), 1% L-glutaminnal és 1% penicillin-streptomycin antibiotikummal kiegészitett
DMEM tapoldatban (Gibco Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok).

Passzalas soran a 10ml PBS-sel (Phosphate-buffered saline) atmosott sejteket, 1ml
tripszinnel (Gibco TrypLE Express, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) szedtem fel a sejtflaska aljarol, egymastol szétvalasztva. Mikroszkopban
vald ellenérzés utan, a sejtszuszpenzionak csak 10%-at helyeztem vissza a flaskaba, 14ml

komplettalt médiumba (kiegészitett DMEM).

4.2. Excizios esszé

crer

Els6 1épéseként a sziikséges plazmidokat Escherichia coli kompetens sejtekbe kellett
transzformalni. Ezt kovetden, 48 ora elteltével, a QIAprep Spin Miniprep Kit-el (QIAGEN,

Hilden, Németorszag) a gyartdi protokoll szerint a felszaporitott plazmidokat izolaltam.
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NanoDrop 2000c spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) koncentraciot mértem, és megfelelé plazmid térképet hasznalva,

megfelelo restrikcids endonukleazokkal a plazmidokat ellendriztem.

Ezt kovetden, 10ul HEK-293 sejtszuszpenziot megfestettem trypan kék festékkel
(0,40%) (BioRad, Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A megfestett sejteket ezutan
egy TC20 automatizalt sejtszamlaloval (BioRad, Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
szamoltam meg. A HEK-293 sejtszuszpenziobol, majd 6 lyukl szovettenyésztd lemezekre

helyeztem ki ugy, hogy minden lyukba kériilbeliil 5x10° darab sejt jusson.

24 ora elteltével, a HEK-293 sejtekbe kémiailag kotranszfektaltam az ellenérzott
plazmidokat (1. tablazat), FUGENE 6 reagens (Promega, Madison, WI, Amerikai Egyesiilt
Allamok) és KnockOut DMEM (Gibco KO DMEM, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével, a gyartd utasitasai szerint. A kotranszfekciohoz

500-500ng donor és helper plazmidot hasznaltam.

1. tablazat: Az excizios esszék soran kotranszfektalt donor és helper plazmidok, tablazatba foglalva.
Roviditések: PB-GFP = a donor plazmid, mely egy PB transzpozon szekvenciat hordoz, amin megtalalhato egy
GFP-t expresszalo kazetta, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozaz variansok.

PB-GFP mPB transzpozaz
PB-GFP mPBmut transzpozaz
PB-GFP mPBdel transzpozaz
PB-GFP mPB-PGBD2 transzpozaz

| [ M

A transzfekcidos hatékonysagot a sikeresen transzfektalt GFP-t expresszalo
plazmidokat tartalmazo sejtek aranyaval lehetett megbecsiilni, fluoreszcens mikroszkop
segitségével. Ezt kdvetden, az eppendorf csovekbe gylijtott sejtekbol QIAprep Spin Miniprep
Kit-el (QIAGEN, Hilden, Németorszag) a gyarté utasitas alapjan, 300ul 1,2%-0s SDS
(Sodium dodecyl sulfate) és Sul Proteinaz K-val kiegészitve, a plazmidokat izolaltam, és a

koncentraciokat NanoDrop 2000c spektrofotométer késziilék segitségével hataroztam meg.

Az izolalt mintakbol kétkords nested PCR reakcidval allapitottam meg, hogy tortént-
e excizios esemény. Aktiv transzpozaz esetében, a donor plazmidon 1évd transzpozont a
transzpozaz felismerte, kivagta és az emellett 1év6 szekvencidkat osszeillesztette. igy a PCR
termék detektalhatova valt. Inaktiv transzpozaz estebén az excizid nem ment végbe, igy a

PCR termék nem volt detektalhatd, az amplikon nagy mérete miatt.
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A PCR reakcidkhoz a ThermoFisher Scientific™ PCR Master Mix 2X (2xMM)
(Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) termékét hasznaltam. Ez tartalmazta a megfeleld
polimeraz enzimet, MgCl-ot, dNTP-t, puffert, valamint a loading dye-t is, amely lehet6vé
tette a futtatas folyamatanak kovetését a gélelektroforézis soran. Ehhez a mix-hez adtam a

primereket (2. tablazat), az izolalt DNS-t, és egészitettem ki a végtérfogatot steril vizzel.

2. tablazat: A PCR reakciokhoz hasznalt primerek és szekvenciai.

Exciziés primerek Szekvenciak
1. kér forward 5’-GCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG
1. kor reverz 5- TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC
2. kor forward 5’- CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG
2. kor reverz 5’- CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG
Amp forward 5’- TTTGCTCACCCAGAAACGC
Amp reverz 5’- AGTTGGCCGCAGTGTTATCAC

Az els6 kor PCR reakcionak a végtérfogata 20ul volt, mig a masodik koré 50ul (3.

tablazat). A 4. tablazatban lathat6 programot hasznaltam mindkét esetben.

3. tablazat: A kétkoros PCR reakciékhoz hasznalt reakcioelegy pontos mennyiségei.

1. kor 2. kor

2xXMM 10ul 25ul
Forward primer 1ul 2,5u
Reverz primer 1ul 2,5u
Higitott DNS 1ul oul
H20 Tul 15pl
Osszesen 20ul 50ul
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4. tablazat: A kétkoros PCR reakciok folyaman hasznalt program lépései.

Denaturalas 95°C S perc
Denaturalas 95°C 30 mp
Primer-kotés 60°C 15 mp 35 ciklus
Polimerizacio 72°C 1 perc
Polimerizacio 72°C 5 perc

Emellett, vizsgalati kontrollként, vagyis a plazmidok ellenérzésére, az Osszes

plazmidon jelenlevé ampicillin szekvenciara specifikus kontroll PCR reakciét is futtattam (5.,

6. tablazat).

5. tablazat: Az ampicillin szekvenciakra futatott kontroll PCR reakciokhoz hasznailt elegy pontos
mennyiségei.

Amp

2xXMM 12,5ul
Forward primer 1ul
Reverz primer 1ul
DNS 1l

H20 9,5ul
Osszesen 25ul

6. tablazat: Az ampicillin szekvenciakra futatott kontroll PCR reakciok folyaman hasznalt program
1épései.

Denaturalas 95°C 3 perc
Denaturalas 95°C 30 mp
Primer-kotés 59°C 30 mp 35 ciklus
Polimerizacio 72°C 45 mp
Polimerizacio 72°C 5 perc
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A masodik kor PCR termékeit, és az ezekhez tartoz6 ampicillin kontroll termékeket,
1%-o0s agar6z gélen (1g agardz, 100ml TBE pufferben feloldva) valasztottam el, etidium-
bromid festéssel tettem lathatova, és a Universal Hood Gel Imager Model #75S (BioRad,

Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) gél dokumentacios rendszerrel fényképeztem.

4.3. Kolonia esszé

A transzpozicidés képesség vizsgalatira kolonia esszét hasznaltam, 2 biologiai

parhuzamost készitve [56].

A 1épések hasonlitanak az excizios esszé (lasd 4.2. fejezet) 1épéseihez, azonban a
donor plazmidon nem csak a transzfekcios sikeresség mértékének becslését segité GFP
talalhat6, hanem egy puromycin rezisztencia gén is (7. tablazat). Ez azt jelenti, hogy a
kisérletsorozat folyaman, a PB transzpozaz varidns, amennyiben képes ra, felismeri, kivagja
és beilleszti a donor plazmidon 1év6, puromycin rezisztencia gént iS hordozo transzpozon
kazettat a HEK-293 sejt genomjaba. Ennek eredményeképpen az adott sejt rezisztens lesz a
puromycin antibiotikumra. Ha a transzpozdz nem képes erre a folyamatra, vagy egyes

1épéseire, az adott sejt érzékeny marad a puromycinre.

7. tablazat: A kolénia esszék soran kotranszfektalt donor és helper plazmidok, tabliazatba foglalva.
Roviditések: PB-GFP-Puro = a donor plazmid, mely a GFP kazetta mellett, egy puromycin rezisztencia gént is
hordoz, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozaz variansok.

PB-GFP-Puro mPB transzpozaz
PB-GFP-Puro mPBmut transzpozaz
PB-GFP-Puro mPBdel transzpozaz
PB-GFP-Puro mPB-PGBD2 transzpozaz

| [ [l

Az exciziés esszé 1épeseitdl még oly modon is eltér ez a kisérlet, hogy a
kotranszfekciok és a transzfekcios hatékonysagok megbecsiilése utan, az eppendorf csovekbe
gylijtott sejtekbol tovabbi szelekciora 20ul-t sejttenyészté edényekbe helyeztem, 1pg/ml-es
koncentracioju puromycin (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok)

hozzaadasaval.
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Két-harom hétig tartd antibiotikum szelekciot kdvetden, a sejtekrol eltavolitottam a
médiumot és Sml, 4°C metanollal fixaltam. Ot perc inkubacios id6 utan, 5ml kristalyibolya
festékkel (Crystal Violet, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
megfestettem a gyartd utasitasainak megfeleléen, majd desztillalt vizzel atmostam ¢és

szobahdmérsékleten megszaritottam.

Ezutan, a Universal Hood Gel Imager Model #75S rendszerrel az edényeket
lefényképeztem, és a Quantity One 4.4.0 program hasznalataval a koloniakat megszamoltam,
igy megbecsiilve a sejtek szamat, amelyekben az excizio és az integracid is megtortént. Az
értékelés soran, a parhuzamos reakciok esetén, az adatok atlagat és a szoras (SD) értékeket

abrazoltam.
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5. EREDMENYEK

5.1. Excizios esszék

Az excizids esszékkel a transzpozaz variansok excizios képességét lehetett mérni.

Ellendrzésképpen, megnéztem a sikeresen transzfektalt plazmidok aranyat a HEK-293
sejtekben. Fluoreszcens mikroszkdp segitségével, kék fénnyel megvilagitva a sejteket, a
zolden fluoreszkald sejtek szdma alapjan megbecsiiltem a transzfekcids sikerességet. A
protokoll korabbi sikeres alkalmazasa alapjan ebben a kisérletben 60-70%-os sikerességi ratat

vartam, amely minden transzpozaz varians esetében bekdvetkezett (5. abra).

mPB mPBmut

PB-GFP
PB-GFP

PB-GFP
PB-GFP

5. abra: GFP-t expresszalo HEK-293 sejtek. Azokban a sejtekben, amelyekbe sikeresen bejutott a GFP-t
hordozé plazmid, zold fluoreszcenciat fogok észlelni. A zélden fluoreszkalé és a nem fluoreszkalo sejtek
aranya alapjan a transzfekciés hatékonysag megbecsiilhet6.

Roviditések: PB-GFP = a donor plazmid, mely egy PB transzpozon szekvenciat hordoz, amin megtalalhat6 egy
GFP-t expresszalo kazetta, mPB = emldsre kodon-optimalizalt piggyBac, mPBmut = inaktivalt piggyBac
mutans, mPBdel = delécios piggyBac mutans, mPB-PGBD2 = PGBD2-es részével fuzionalt piggyBac mutans.

A sejtekbdl izolalt plazmidokon elvégzett nem-kvantitativ, ,,diagnosztikus” PCR
alkalmazasaval egy igen/nem valaszként, meg tudtam allapitani, hogy gatolja-e az exciziot a
transzpozaz NTDR-jének delécioja, illetve cseréje (6. abra). A gélelektroforézis digitalis
képén, a 381 bazisparos felsé termék (Excizio) a donor plazmidokrol szarmazik, ahol
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megtortént a kivagas és a javitas. A 340 bazisparos, als6 termék (Ampicillin) a transzfektalt
plazmidokon talalhaté ampicillin rezisztencia gén jelenlétét mutatja, amelyet kisérleti

kontrollként hasznaltam.

Lathato, hogy az mPB-nél, mint pozitiv kontrollnal, van excizio, a negativ kontrollnal,

az mPBmut-nal nincs, az mPBdel-nél, valamint az mPB-PGBD2-nél szintén van excizio.
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6. abra: Az excizios esszék két fiiggetlen reprezentativ eredménye. Az excizio minden piggyBac
transzpozaz varians esetében végbement, a negativ kontrollként hasznalt inaktiv mutans kivételével.

Roviditések: 100bp = Szaz bazisparos 1étra, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozaz
variansok.

5.2. Kolonia esszék

A végbement transzpoziciot, valamint annak hatékonysagat kolonia esszével lehetett

mérni.

A puromycinnel szelektalt, megfestett, tl€l6 transzgenikus sejteket a gép segitségével

lefotoztam €s megszamoltam. Itt is az mPB szolgalt pozitiv, az mPBmut negativ kontrollként.

crer

transzpozicio. (7. ébra).
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mPBdel mPB-PGBD2

7. abra: A Kkolonia esszék két biolégiai parhuzamosanak képei. Antibiotikumos szelekciot tulélt,
megfestett, HEK-293 sejttelepek lathatoak, amelyek szamai alapjan a piggyBac transzpozaz variansok
transzpozicios aktivitasara lehet kovetkeztetni.

Rovidités: mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD?2 = piggyBac transzpozaz variansok.

A megszamlalt sejtkoloniak szamait, egy Osszesitett grafikonon abrazoltam, és
abszolut vagy relativ koloniaszamokként adtam meg (8. abra). A biologiai parhuzamosok
(n=2) atlagolt értékei lathatoak, amelyek a relativ koloniaszamok esetében az mPB+PB-GFP-

Puro pozitiv kontroll reakcio 100%-ahoz lettek viszonyitva.

Fontos megjegyezni, hogy a negativ kontroll (mPBmut) soha nem éri el nulla értéket
(385 darab + SD = 1,00 vagy 26% =+ SD = 0,89). Ennek oka, hogy a puromycin rezisztencia
gént tartalmazd plazmid random integralodhat a sejtek genomjéaba, illetve a sejtvonalban

mindig el6fordulhat talélési elényt biztositd mutécio.

Ezzel a moddszerrel kvantitativ modon is igazoltam, hogy a transzpozicidé sem az
mPBdel-nél, sem az mPB-PGBD2-es transzpozaznal nem tiinik el. Ugyanakkor a
transzpozicidés hatékonysaguk az mPB transzpozazhoz képest latszolag alacsonyabb, de

"o

ennek megerdsitéséhez tovabbi kutatasok sziikségesek.
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8. abra: A koldnia esszék koloniaszamait abrazolé grafikonok, az atlagolt és viszonyitott értékek
hibasavjai mindig a standard deviaciét jelentik. A) Az abszolut koléniaszamokat abrazolo grafikon,
ahol a biologiai parhuzamosok atlagolt koloniaszamai olvashatoéak. B) A relativ koloniaszamokat

abrazolé grafikon. Az értékek a mPB-hez, mint pozitiv kontrollhoz lettek viszonyitva.

Réviditések: mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozaz variansok.
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6. DISZKUSSZIO

crcr

funkcionalis vizsgalata kapcsan fény deriilt arra, hogy a PB transzpozaz az NTDR eltavolitasa
utan is aktivan képes volt exciziora. Ebbol az kovetkezik, hogy az NTDR nem esszencialis a
NTDR delécioés mutans tovabbra is képes az integraciora is, vagyis transzpozicios képessége,
még ha csokkent is, de megmaradt. Tehat sem az excizios, sem az integracios 1épés nem szlint

meg, vagyis az NTDR jelentléte nem esszencialis a transzpoziciohoz.

Ezt az eredményt tovabb erésiti az a tény, hogy ha az NTDR rendezetlen
fehérjeszegmensében 1évé aminosav sorrendet randomizaljak, a transzpozicio szignifikansan
leromlik a pozitiv kontrollhoz képest, de nem tiinik el teljesen [52]. Ennélfogva, az NTDR-
nek nem csak a szekvenciaja, hanem a fehérjeszegmens rendezetlensége is egyarant fontos
szerepet jatszhat a transzpozicid szabalyozasaban, valoszinlileg méas molekuldkkal vald

kolcsOnhatas révén.

Kiemelendd6, hogy a piggyBac excizids ¢€s integracios 1épései kinetikailag jobban
elkiiloniilnek, mint mas DNS transzpozonoknal. Ezt korabbi kisérletek is igazoljak, ahol a
legnagyobb excizios aranyt a HEK-293 sejtvonal, mig a legnagyobb transzpozicios ratat a
HeLa sejtvonal esetében lehetett kimutatni [76]. Ez azt is jelenti, hogy a transzpozicios
hatékonysag nem becsiilheté meg biztonsaggal az excizids hatékonysag alapjan, emiatt is volt

indokolt a transzpozaz variansokat excizios esszével és kolonia esszével egyarant vizsgalni.

A dolgozatomban ismertetett eredményeim a korabbi megfigyelésekkel egyiitt

kozelebb vihetnek az NTDR szegmens funkcidjanak megértéséhez.

Az NTDR legvaloszinlibb szerepe az, hogy a transzpozicid soran részt vesz specifikus
fehérje-fehérje kolcsonhatasokban. A PB transzpozdz esetében eddig minimalis szamd,
kisérletek alapjan igazolt fehérjepartnert mutattak ki, amely bizonyithatja a
gazdaspecifikussag hianyat, valamint azt, hogy az mPB transzpozon rendszer széles kdrben

alkalmazhato kiilonb6z6 organizmusokban [14].

Eredetileg mas DNS transzpozazok analogiajara, az NTDR csak a TIR-ek kotésében
kapott szerepet [37]. A kés6bbi kisérletek azonban felvetették, hogy esetlegesen kapcsolatban
allhat a gazda DNS-javito faktoraival ugy, hogy géatolja a transzpozicid soran keletkez6 kettds

szalu torések altal okozott genotoxikus hatdsokat. Az NTDR segithet abban is, hogy az
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integracio sikeres legyen, még akkor is, ha nem pontos a cél DNS "TTAA’ szekvencidja, vagy

ha DNS-talnyulas tapasztalhato [77].

Lehetséges az is, hogy a transzpozaz ezen része kapcsolatban all sejtciklust szabalyozo
fehérjékkel, ezaltal képes lehet a transzpozicid szabalyozasara a sejtciklus soran. llyen
kolcsonhatasok mar fontosnak bizonyultak mas DNS transzpozazoknal, példaul a Sleeping

Beauty transzpozaznal [78].

Ezenfeliil, egy kutatocsoport nemrégiben felvetette, hogy az NTDR-ben talalhato
kazein kindz ,regulacios” régidinak foszforilacidja gatolja a transzpozicidt, esetleg a
transzpozaz—DNS kolcsonhatasok gatlasa altal [79]. Laborunk korabbi eredményei azonban

ezt nem tamasztottak ala [52].

Erdekes médon korabban megéllapitottak, hogy az embrionalis 6ssejtekben magasabb
a PB transzpozicidés hatékonysaga; az Gssejtek kedvezdbb kornyezetet jelentenek, igy az
NTDR-nek feltehetéen szerepe van a transzpozicid ezen sejtekben megfigyelhetd eltérd

mértékéhez [52, 76].

Jovobeli terveim fontos része igy a konkrét interakcios partnerek azonositdsa, a
sejtspecifikussag mértékének feltérképezése, és az NTDR delécid hatdsanak vizsgalata az

integracios 1épésre.

A vizsgalataim soran vilagossa valt tovabba, hogy van kimutathatd excizid és
transzpozicié a PGBD2 NTDR szekvencidjat tartalmaz6 mutans esetében, igy megvalaszolva

kutatdsomnak masik kérdéseit.

Jelentésége ennek abbol fakad, hogy egy ugyanabba a szupercsaladba tartozo, de
»idegen” NTDR illesztése nem rontotta le teljesen a rovar eredetli piggyBac transzpozaz
transzpozicidjat. A PGBD2 jelenlegi, domesztikalt funkcioja lehetséges, hogy olyannyira
eltér az eredetijétél, hogy egy aktiv transzpozazra vald illesztésnél sem sziinteti meg
transzpoziciot, ugyanakkor latszolag nem tudja komplemetalni az aktiv mPB transzpozaz
mutaciés fenotipusat. Ezek az informaciok nemcsak az NTDR funkcidjanak mélyebb
megértéséhez jarulnak hozzd, hanem segitenek a kevésbé ismert PGBD2 szerepének

feltérképezésében is.

A domesztikalt transzpozazok NTDR-jérdl tudjuk, hogy a filogenetikai elemzések
soran nem lehet megbizhatoan a szupercsalad mas tagjaival azonositani [28]. Ennek kapcsan
kideriilt, hogy az NTDR-nek a katalitikus doménhez viszonyitott pozicidja jol konzervalt, mig
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a szekvenciaja kevésbé. Ezek az észlelések arra utalnak, hogy az eredeti transzpozicids
mechanizmus mellett az NTDR fontos szerepet jatszik a domesztikalt fehérjék kiilonféle
endogén funkcidinak a regulalasaban [52]. Ez egyezik a sajat eredményeimbdl levont
kovetkeztetéssel, miszerint a transzpozicios folyamat miikddése révén az NTDR jelenlegi

szerepe csak kis mértékben hasonlithat az eredeti PB transzpozaz funkcigjahoz.

Tovabb erdsiti ezt az érvet, hogy az ugynevezett PGBD1 funkciojanak feltarasanal
kideriilt, hogy jelenlegi bioldgiai aktivitasa alig hasonlit az Gsi aktivitishoz [38]. A tobbi
PGBD-ben, a szelektiv és er0sen regulalt expresszids mintazatok alapjan, szintén arra lehet
kovetkeztetni, hogy domesztikalt funkcidjuk nem tdrsithaté a kanonikus transzpozaz
aktivitashoz [41]. Hasonloan érvényes lehet ez az NTDR régiojukra is.

Az utdbbi idében felmeriilt, hogy a transzpozaz C-terminalisan talalhat6 ciszteinben
minden PB transzpoziz esetében igaz [49]. Erdekes modon a human PGBD-k koziil kett6
(PGBD1, PGBD5) nem rendelkezik azonosithato CRD-vel, mégis minden jelenleg ismert
alapjan feltehetd, hogy az NTDR régi6 funkcionalisan kulcsfontossagl lehet, de ennek

igazolasahoz tovabbi kutatasok sziikségesek.

A funkci6 feltarasa nemcsak a bioldgiai ismereteket bovitené, hanem fontos lenne az
emlitett PB transzpozon-alapt génterapiak szempontjabdl is, hiszen célunk megérteni, hogy
egy ilyen transzpozonrendszer hogyan 1ép kapcsolatba az emberi genommal és domesztikalt

elemeivel, és mennyire biztonsagosan hasznalhatd a jovobeli génterapias alkalmazasokban
[41].
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7. OSSZEFOGLALAS

A DNS transzpozonok olyan mozgdé elemek, amelyek képesek a genomban replikativ
vagy nem-replikativ modon athelyezddni. Bar korabban "parazita" DNS elemként voltak
azonositva, az elmult évtizedben szamos kutatas kideritette, hogy pozitiv hatast is
gyakorolhatnak a gazdagenom szamara. Rdadasul, a molekuléaris domesztikacié folyamata

soran gyakran funkcionalis, endogén elemekké evolvalodnak.

Kutatasom soran célom volt a piggyBac DNS transzpozaz enzimének eddig ismeretlen
funkcidéju  N-terminalis rendezetlen doménjének (NTDR) a szerepét vizsgalni a
transzpozicioban. Ezenkiviil torekedtem a kevésbé kutatott, domesztikalt piggyBac

transzpozaz-eredetli elem, a PGBD?2 tulajdonsagainak alaposabb leirdsara is.

Az excizios esszék és a koldnia esszék eredményei egyértelmiien kimutattak, hogy az
NTDR delécidja nem vezet a transzpozicid teljes megsziinéséhez. Ez azt sugallja, hogy az
NTDR nem esszencialis a transzpozicié szempontjabol. Kisérleteim soran az is kideriilt, hogy
egy ,,idegen” PGBD2-es NTDR-re vald cserélés soran sem sziinik meg sem az excizid, sem
a transzpozicio. Az eredményekbdl tehat az emelhetd ki, hogy a domesztikalt PGBD2-es
NTDR jelenlegi funkcidja csak Kissé hasonlithat az eredeti piggyBac transzpozaz NTDR

szerepéhez.

Mas vizsgaltok alapjan feltételezhetd, hogy az NTDR funkcidja dinamikusan véltozott
az evolucio soran, €s kiilonboz6 kdrnyezeti €s sejttipus-specifikus tényezok befolyasolhatjak
miikddését. Funkciojat tekintve valosziniisithetd, hogy elsésorban molekula kotésekben vesz

részt, legyen az fehérje-fehérje kotés vagy esetleg fehérje-DNS kolcsonhatas.

Eredményeim tovabbi kutatasokra 0sztondznek annak megértése érdekében, hogy
milyen interakcids partnerei lehetnek az NTDR-nek, milyen hatassal van az integracios

1épésre €s ezek altal pontosan hogyan befolyasolja a transzpozdz miitkodését.

Az NTDR szerepének felderitése 0j perspektivat nyQjthat a transzpozaz miikodési
mechanizmusanak megértéséhez, és mivel a rovar eredetii piggyBac transzpozaz rendszer egy
gyakran hasznalt genetikai eszkoz génbeviteli eljardsokban, hatékonyabba és

biztonsagosabba teheti a génterapids alkalmazéasokat.
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